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(§) Varfahren zur Inakth/ierung thermolabiler Viren in biologischenn Material unter Seibehaltung der kollagenen 
Eigenschaften 

Verfahren zur Thermoinalctlvierunfl thermoiabllor Viren in 
koUagenon odar koliagenhaltigen Geweben. dadureh ge- 
kennzeichnat. daB die Geweba in nicht waBrigen Flussigkei- 
ten, Dimpfen Oder Gaaen einer Behandlung b«i erhohter 
Temperatur, die uber der jewoiligen Inaktivierungstempera- 
tjr der Viren liegt, ausgeseu: werden unter Beibehahung 
ihrer Trans olantate-Eigenachaften. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahrcn nach den Anspruchen 1 bis 5 una der Verwendung thermobehan- 
delter Gewebe nach Anspruch 6. j- ■ u ta 

Bei der Herstellung von Transplantatkonserven humanen Urspmngs zur Anwendung m der Medizin hat 2. B. 
insbesonderedie HrV'-Probieraatik einen hohen S:ellenweix 

Serologische Tests auf HIV-Antikorper geben keine absolute Sicherheit auf HIY-Abwesenheit beim Spender; 
deshaib sind bei der Herstellung von Transplantatkonserven zur Virtis-lnaktivierung zusaizlicbe ProzeB-Schrit- 
te erforderlich. 

Bekannt ist hierzu eine cheraische Behandlung mittels Wasserstoffperoxyd. Dieses Verfahren eignei sich 
jedoch vorcugsweise nur fur dOnnes, flachiges Material, ist aber bei kompakten Materialien (Knocben, Sehnen) 
wegen ungenQgender Penetration des Agens wenig geeignet 

Den Nachteil ungenugender Penetration und damit ungenugender Inaktivierung von Viren in Knochemnate- 
rialien sollten deshaib thermische Verfahren beseitigen konnen, da bekanntlich eine HTV-lnaktivierung bei einer 
15 Temperatur von 56*0 erfolgt. 

So ist ein Verfahren zur thermischen Inaktivierung von HIV in humanen Knochen in waBrigem Medium bei 
eincr Temperatur von 80-C und einer Behandlungsdauer von ca. 10 Min. bekannt (Unfallchirurg 18/92, 1—6 Nr. 
1). Dieses Verfahren hat jedoch den Nachteil, daB die koUagene Matrix bei der angewendeten Temperatur 
denaturiert, so dafl die osteoinduktiven Eigenschaften, die fiir ein Kjiochenersatzraaterial unerlaBlich sind, 
20 verlorengehen oder zumindest stark reduzien sind Auch kSnnen bei einer Behandlung von 80" C zwar HIV 
inaktiviert werden, nicht jedoch die erst bei 105°CtherraolabiIen Hepatitis- Viren B undC 

Es ist auch ein Verfahren aus der EP 01 41 004 Bl bekannt, bei dem Kjiochenersat2-MateriaJ durch Thermo- 
Sintem von nativen Knochen hergestellt wird. Hierbei wird samtliches organisches Material verbrarait^darunter 
ev- vorhandene Viren, aber auch die kollagene Matrix. Ein auf diese Weise hergestelltes KnochenersaU-Material 
25 besitzt keine osteoinduktiven Eigenschaften mehr und ist somit fur Transplantationszwecke ungeeignet 

Es ist femer ein Inaktivierungsverfahren bekannt, welches Kjiochenraaterial mit gespanntem Wasserdampf 
behandelt. Dieses Verfahren arbeitet z. B. 10 Min. bei 121 *C und inaktiviert sowohl HIV wie auch Hepatitis-Vi- 
ren, schacfigt gleichzeitig aber auch die koUagene Matrix wie auch das mineralische Knochengerust selbst 
empfindlich. Ein so autokiaviertes Knochentransplantat hat deshaib keine osteoinduktiven Eigenschaften und ist 
30 somit als Knochenersatzraaterial vollig ungeeignet. 

Aus der US 44 90 361 ist eine Vu-us-lnaktivierung durch Hitzebehandlung mittels organischer Flussigkeit 
bekannt, die sich jedoch ausschlieBlich auf Blutplasma-Fraktionen bezieht, wobei das pulverisierte Lyophilisat in 
Form einer Suspension hitzebehandelt wird. 

Die EP 0 212 O40 Al beschreibt ein Verfahren zur Hitze-Inaktivierung von Viren, jedoch nur fur die Faktor 
VTII-Praparation. wobei die Hitzebehandlung an einem Lyophilisat in trockenem Zustand bei Anwesenheit eines 
Schutzgases oder unter Vakuum erfolgL 

Ziel der Erfindung ist daher ein Verfahren, welches die Nachteile der aufgefuhrten chemischen bzw. thermi- 
schen Verfahren venneidet. 

Oberraschend wurde erfmdungsgemaB gefunden, das die schonende Herstellung cines biologischen Ersatz- 
materials fur Transplantationszwecke erlaubt. wobei sowohl eine Inaktivierung thermolabiler Viren (wie HIV 
und Hepatitis) erfolgt, als auch die erforderlichen Eigenschaften der kollagenen oder koUagenhaltigen Gewebe 
weitestgehend erhalten bieiben. 

Nach diesem Verfahren wird das biologische Material (2. B. Dura mater, Faszia lata, Faszia temporalis, 
Sehnen, Gef aBe, Amnion, Haut, Knorpel, Knochen sowie andere kollagene Gewebe) einer thermischen Behand- 
45 lung oberhalb der Inaktivierungsteraperatur von Viren ausgesetzt, wobei die Warmeubertragung mittels was- 
serfreien bzw. fast wasserfreien (bis zu etwa 10% Wasseranteil) Flussigkeiten, Dampfen oder Gasen erfolgt. 
Dabei kann der ProzeB der Warmeubertragimg bei Normaldruck oder bei vermindertem Druck oder bei 
erhohtem Druck oder altemierend erfolgen. Zur Erzielung der gewunschten Warmeubertragung kfinnen auch 
Gemische von geeigneten Flussigkeiten. z. B. auch azeotrope Gemischc, verwendet werden, 
50 Geeignete Flussigkeiten sind: . 

Methanol, Ethanol, Propanol, Isopropanol, Isobutanol. Aceton, Methylethyiketon, GJykol, Glycerin, Propandiol, 
Heptan, Isoheptan, Dimethylsulfoxyd,PolyethylenglycolSilikonol.23-ButandioL 
Geeignete Gase: N2, CO2, Edelgase. 

Folgender Vcrsuch belegt die Wirksamkeit des Verfahrens am Beispiel des Schrumpfungsverhaltens emes 
kollagenen Gewebes bei Thermobehandiung in einer wasserfreien Flussigkeit (z.B. IP A) im Vergleich zu 
gleicher Behandlung in einer waBrigen Russigkeit (z. B. Wasser). Dura mater-Streifen von 4 mm Breite und 
60 mm Lange werden m einem IPA-Bad 20 Min. bei 80° C behandelt: 

Es tritt keine Schrumpfung des Gewebes ein, Ein gleicher Streifen unter gleichen Bedingimgen in einem 
Wasserbad behandelt, verkurzt sich innerhalb von Sekunden auf etwa 50% seiner ursprungUchen Lange. 

Ganz offensichtlich werden die Stnikturen des kollagenen Molekuls und der Fibrillen durch die Thennobe- 
handlung in waBrigem Medhim irreversibel geschadigt, wogegen in nicht waBrigem Medium keine Beeintrachti- 

gung eintritL - . ^ 

Die Intaktheit des Koliagengewebes ist aber Voraussetzung fur die Eignung als chirurgische Transplanta- 
tionsmateriaL Es ist cinleuchtend, daB z. B. ein Duragewebe, welches durch eine Thermobehandiung in waBrigem 
65 Medium eine irreversible Schadigung infolge der Schrumpfung erlirten hat, keine nativen Eigenschaften mehr 
aufweisL 

Die Intaktheit einer kollagenen Faser laBt sich durch die Messimg der sog. Schrumpfungstemperatur (TS) 
ermitteln. Die TS ist als die Temperatur definiert, bei der die kollagene Faser beim Erwarmen in waBrigem 
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Medium ein Maximum cines Schrumpfungs-Intervalls pro Temperator-Intervall aufweist. 
Beispiebweisc zeigt ein Streifen einer nativen Dura mater von 4 mm Brcite und 60 ram Lioge beisukzessivem 

Erwarmen in waBrigera Medium eineTS von 69*C(Dtagranim I). Dies verdeutlicht aber, daB cine Thermolnak- 
livierung von Dura odcr Sehncn oder Knochen bci 69°C oder dariiber in waBrigera Medium sich von selbst 
verbietet 

Bei sulczessivem Erwarmen von Nariv-Dura auf 80° C in wasserfreiem Medium, 2. B. in IP A, findet dagegeo 
keine Schrurapfung start (Diagramm 1). 

Es hai sich uberraschendcrweise auch gczcigt. daB sich in wasserfreiem Medium sogarTemperaturen von z. B. 
105°C anwenden lassen, ohne daB es zu eincr Schrumpfung kommt (Diagramm !). 

Diagramm 1 



10 



SchruEpz un gss 
(Skalenteile ) 



rrecke 



Schruspf 'JDgsv erhalten 
nativer Dura nater 
bei steigender 
Temperatur ia 

o — Wasser 
^ — Xsopropanol 
Q — Glycerin 




105 °C 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



Unterschiedlichc Eigenschaften von in waBrigem bzw. nicht waBrigem Medium thermisch behandclten Gcwc- 
ben zeigen sich auch bei den Mcrkmalen Festigkeit und Dehnung. So weisen native 4 ram breitc Dura-Streifen 
von vergleichbarer Dicke folgende relative Zugfestigkeitswertc auf: 45 

thermisch nicht behandelt 100% 

20Min.bei80°Cin einem IPA -Bad behandelt 99% 

20 Min. bei lOS'C in einem Glycerin-Bad behandelt 96% 

20 Mir^ bei 80*0 in einem Wasserbad behandelt 49% ^ 



Analog vcrschlechtcrt sich das DchnimgsverbaJten. 

Die Bruchdehnung der nativen« therrnisch nicht behandehcn und thernoisch in cincra 80°C warmcn IPA-Bad 
behandelten Dura-Streifen liegt bei etwa 40%, wohingegen sie bei den thermisch 20 Min. bei SCC in Wasser 55 
behandclten Durastreifen bei 150% liegt. Derartig in Festigkei: und Dehnbarkeit vcrschiechtcne Eigenschaften 
von Transplaniat-Geweben sind jedoch fur chirurgische Zwecke nicht oder nur mit starker Einschrankung 
akzeptabeL 

AnaJoges gilt auch fOr thermisch in waBrigem Medhur. behandeltc Knochen: 
So niramt die Druckbelastung nach zehnminihigem autokJavieren z. B. bei 121 °C in gespanntem Wasserdarapf 60 
auf Wene von ersva 10 — 20% der Ausgangswene ab. 

Einc thermischc Behandlung in IPA (SCC) b2w. Glycerin (lOS^C) fur 20 Min. ergibt lediglich cine Emiedn- 
gung der Werte auf ca. 97%. 

Das erfindungsgemaBe Vcrfahren wird in nachstehend aufgefuhnen Beispielen dargesteU:; 

65 

■ 1. Dura mater wird in Obiichcn ProzeB-Schnttcn gereinigt und schlieGlich zum Zwecke der IConservierung 
' gefriergctrockncL Der Wassergehalt in der Dura bctragt nun ca. 5%. Zur Thermoinaktivncrung wird ein 4 
X 5 cm groBes konservicrtes Durastuck in ein IPA-Bad von 75° C gegebcn und 20 Min, darin belassen. 
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In der so behandelten Dura sind vorhandenc HIV inaktivierr und die mechanischen Eigenschaften der Dura 
wetsen gegenuber einer nicht thermobehandelten Dura keine Verschlechtenmg auf (Zugfestigkeit: minus 

\ 2. Ein nativer Spongiosa-Knochen in der Abraessung 20 x 20 x 20 mm wird in ublichen ProzeB-Schnnen 
' gereinigt und schlieBIich durch Gefnerirocknung konserviert. Der WassergehaJi des Kjiochens betragt nun 

ca. 5%. Zur Thermoinaktivierung wird das konserviene Kjiochenstuck in einem DruckgefaB mit IPA 30 

Min. bei 3 bar(ca- l\0°C) behandelL 

Im so behandelten Knochen sind vorhandenc HIV inaktiviert und die mechanischen Eigenschaften des 
Knochens weisen gegenuber einem nicht thermobehandelten Knochen praktisch keinen Festigkeitsverlust 
auf. 

3. Ein nativer Hiiftknochen wird zum Zwecke der Thermoinakdvienmg 60 Min. in einem Glycenn-Bad bei 
liO°C behandelL 

Im so behandeiien Knochen warden vorhandenc HIV oder Hepadtis-Vlren inaktiviert und die mechani- 
schen Eigenschaften des Knochens weisen bei Druckbelastung gegenuber einem nicht thermobehandelten 
Knochen keinen wesentiichen Festigkeitsverlust auf. 

AnschlieBend kann der Glycerin-behandelte Huftknochcn durch Tiefkuhlen z. B. bei -40"C gelagert werden. 

Das crfindungsgemaBe Verfahren kann auf biologische Gewcbe in alien Hersteliungsstufen angewendet 
werden, z. B. auf Huf tkopfe in nativem Zustand oder auf Knochen-Material (in Wurfel- oder Chips-Form), z. B. 
wahrend des Herstellungsprozesses oder vor, wahrend oder nach der Konscrvierung. Analoges gilt fur anderes 
biologisches Material aus Knochen- oder Kollagen-Gcwebe. 

Bedingt durch unterschiedliche Materialtypen und Abmessungen laBt sich ira Rahmen des erfindungsgemaBen 
Verfahrens durch Modifikationen bei Dauer, Temperatur und Druck gewerblich nutzbares biologisches Ersatz- 
material fur die Chinirgie gewinnen. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zur Thermoinaktivierung thermolabiler Viren in kollagenen oder kollagenhaltigen Gcwebcn, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Gewebe in nicht waBrigen FlQssigkeiten, Dampfen oder Gascn einer 
Behandlung bei erhohter Temperatur, die uber der jeweiligen Inaktivierungsteraperatur der Viren liegt, 
ausgesetzt werden unter Beibehaltung ihrerTransplantate-Eigenschaften. 

Z Verfahren nach Anspruch 1, daB die nichi waflrigen FlQssigkeiten, Dampfe oder Gase einen Wasseranteil 
bis 2u 10% enthalten konnen. 

3. Verfahren nach 1 bis 2, daB die Verf ahrenstemperalur zwischen 50* C und 130° C liegt 

4. Verfahren nach 1 bis 3, daB die Temperaturbehandlung bei Unter-, Normal- oder Oberdruck oder 
altemierend erfolgen kann. 

5. Verwendung der nach Anspruch 1 bis 4 thermobehandelten Gewebe als Transplantate. 



